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Protibakterijska zdravila so nepogrešljiva orodja zdravstvenih intervencij današnjega 
časa, vendar uspešnost le teh ogroža vse večja pojavnost odpornih bakterij. Nezmožnost 
zdravljena okužb s takšnimi bakterijami je življenjsko ogrožajoč problem za najbolj ranljive 
posameznike naše družbe. Z namenom, da pripomoremo k iskanju potencialnih novih 
protibakterijskih učinkovin, za katere bi bakterije imele nižjo verjetnost za razvoj odpornosti 
in s tem potrebovale dlje časa za razvoj le te, smo tekom naloge vrednotili in vitro zaviralne 
aktivnosti ATP-kompetitivnih zaviralcev bakterijskih topoizomeraz, DNA-giraze in 
topoizomeraze IV bakterij Escherichia coli in Staphylococcus aureus. Spojine sintetizirane 
na Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani smo biokemično vrednotili na mikrotitrskih 
ploščicah s pomočjo komercialno dostopnih testnih kitov »Microplate Assay Kit«. Za 
izhodišče vrednotenja smo se opirali na aktivnost zaviralcev na DNA-girazi bakterije 
Escherichia coli. Na podlagi rezultatov presejalnih testov smo spojinam, ki so izražale dobro 
zaviralno aktivnost, natančneje določali srednjo zaviralno koncentracijo (IC50) s pomočjo 
izrisa sigmoidnih krivulj, ki smo jih načrtali na podlagi rezultatov rezidualne aktivnosti pri 
sedmih koncentracijah in logaritemske vrednosti teh koncentracij. V kolikor je spojina 
izražalo dobro aktivnost na Escherichia coli DNA-girazi, smo jo vrednotili še na preostalih 
encimih. Presejalni testi so se izkazali kot učinkovit in časovno ugoden pristop v prvi fazi 
določevanja aktivnosti. Ocenjene IC50 so se z določenimi osemdesetimi ujemale v 75 % 
primerih, pri čemer smo v drugih 25 % le redko zgrešili za več kot en velikostni razred. Od 
skupaj 107 vključenih spojin, smo identificirali 9 le takih, ki so izražale dvojno zaviralno 
aktivnost in hkrati tudi potencialno širokospektralnost. V splošnem so bile koncentracije 
potrebne za zaviranje DNA-giraze bistveno manjše kot za topoizomerazo IV ne glede na 
bakterijsko vrsto, aktivnost spojin pa je bila slabša na Staphylococcus aureus encimih kot na 
Escherichia coli. Razlike v aktivnostih so najverjetneje posledica manjših strukturnih razlik 
sicer strukturno homolognih encimov in specifik bakterijske vrste. Med najaktivnejšimi 
spojinami so izstopale predvsem spojine 67, 72 in 74, ki so na podlagi pridobljenih rezultatov 
izjemno močni zaviralci celotnega spektra testiranih encimov z dobro uravnoteženo 
zaviralno aktivnostjo. Zaradi dvojnega delovanja na tako Gram pozitivnih kot tudi Gram 
negativnih bakterijskih encimih so omenjene spojine obetavni kandidati za potencialno nova 
širokospektralna zdravila.  




Antibacterial drugs are among the most crucial tools of modern medical 
interventions, yet their success is threatened by the ever-growing prevalence of bacterial 
resistance. The inability to treat such infections gives rise to life-threatening situation of the 
most vulnerable members of society. With the intention to contribute in the search of new 
antibacterial active substances that would lower the occurrence of bacterial resistance and 
therefore prolong its development, we have evaluated the in vitro inhibitory activity of ATP-
competitive inhibitors, focusing on dual activity on topoisomerase enzymes (dual targeting), 
more specifically, on inhibiting DNA-gyrase and topoisomerase IV of Escherichia coli and 
Staphylococcus aureus. We biochemically evaluated inhibitors, synthesised at the Faculty 
of Pharmacy of the University of Ljubljana, using the commercially available Microplate 
Assay Kit. Based on results obtained by the screening tests performed on Escherichia coli 
DNA-gyrase we then more precisely determined the half maximal inhibitory concentration 
(IC50) from sigmoid curves that were plotted from residual activities at the range of 7 
different concentrations against the logarithmic values of the given concentrations. Given 
good activity on Escherichia coli DNA-gyrase, the inhibitor was further evaluated on other 
enzymes. Screening test proved to be an effective and time worthy approach in the first phase 
of identifying active inhibitors. The predicted IC50 coincide with the determined 80 in 75 % 
of cases, whereas the predictions for the other 25 % we rarely off by more than one order. 
From a total of 107 inhibitors we have identified 9 that have shown dual and potentially 
broad-spectrum activity. Concentrations needed to inhibit DNA-gyrase were generally lower 
than those for topoisomerase IV in both bacterial types. Activities on Staphylococcus aureus 
enzymes ware also lower compared enzymes of Escherichia coli. Both trends can be 
attributed to slight structural differences in otherwise homologous enzymes and type 
specifics. Among the most active inhibitors were 67, 72 in 74, which displayed strong and 
balanced inhibitory activity across all tested enzymes. Due to both Gram positive and Gram 
negative dual inhibitory activity the before mentioned inhibitors are promising candidates 
for potential new broad-spectrum active ingredients. 







AK   aminokislina 
ATP   adenozin trifosfat 
BSA   goveji serumski albumin 
DMSO   dimetilsulfoksid 
DNA   deoksiribonukleinska kislina 
DTT   ditiotreitol 
E. coli   Escherichia coli 
EDTA   etilendiamintetraocetna kislina 
GyrA   podenota A DNA-giraze 
GyrB   podenota B DNA-giraze 
HEPES KOH  kalijeva sol 4-(2-hidroksietil)piperazin-1-etan sulfonske kisline 
IC50   srednja zaviralna koncentracija 
Lk   navojno število (»linkage number«) 
MRSA   proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus 
NOVOB  novobiocin 
ParC   podenota C topoizomeraze IV 
ParE   podenota E topoizomeraze IV 
pNO1   plazmid NO1 
RA   rezidualna aktivnost 
RNA   ribonukleinska kislina 
SD   standardni odklon 
S. aureus  Staphylococcus aureus 
TF   tripleks formirajoči 
TFO1   tripleks formirajoči biotiniliran oligonukleotid 
Tw   vijalno število (»twisting number«) 
topo IV  topoizomeraza IV 
Tris.HCl  Tris(hidroksimetil)aminometan  





1.1.1 Odpornost proti protibakterijskim učinkovinam kot resna težava sodobne 
medicine 
Flemingovo odkritje penicilina v letu 1928 je bilo eno najpomembnejših mejnikov 
moderne medicine, ki je revolucioniralo zdravstveno oskrbo. (1) Protibakterijske učinkovine 
so ena najmočnejših in nepogrešljivih orodij zdravstvenih intervencij današnjega časa, 
vendar uspešnost le teh ogroža vse večja pojavnost odpornosti.  
Prvi znaki odpornosti so se pojavili le leta po odkritju prvega antibiotika. V letu 1940 
so opazili prvi sev Escherichia coli (E. coli), ki je bil sposoben razgrajevanja penicilina. Le 
dve leti kasneje se je v bolnišnicah začel opažati na penicilin odporen Staphylococcus aureus 
(S. aureus), ki je v 60ih prestavljal že več kot 80 % vseh bolnišničnih kot tudi ne-bolnišničnih 
S. aureus okužb. Kar hitro je postalo jasno, da v boju proti okužbam ne moremo počivati na 
lovorikah Flemingovega odkritja. Novo upanje je vliv razvoj polsinteznega meticilina, 
penicilina druge generacije, ki pa je le začasno upočasnil rastočo problematiko 
protibakterijske odpornosti. V samo 20 letih je v Ameriki delež S. aureus bolnišničnih 
okužb, ki so bile na odporne na meticilin (MRSA), narasel na 29 %. (1) Z vsako uvedbo 
novih antibiotikov, je hitro sledila pojavnost odpornosti. Razširjena uporaba antibiotikov in 
naravni odziv bakterij sta čez čas vodila do pojava multirezistetnih sevov, ki si odporni proti 
več, strukturno in po mehanizmu delovanja različnih, protibakterijskih učinkovin hkrati. 
Težavnost ali nezmožnost zdravljena takšnih okužb prestavlja resen problem za najbolj 
ranljive posameznike naše družbe. V bolnišnicah je vse večje število oseb z oslabljenih 
imunskim sistemom, kot so starostniki, bolniki na kemoterapiji, osebe po presaditvi organov, 
diabetiki itd., za katere predstavlja okužba s proti antibiotikom odpornimi bakterijami 
življenjsko ogrožajoče stanje. (2, 3) Problematika je pravzaprav tako resna, da je Svetovna 
zdravstvena organizacija antibiotično odpornost uvrstila med tri najpomembnejše tegobe 
javnega zdravja v 21. stoletju. (4) 
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1.1.2 Tipi odpornosti 
Odpornost ali rezistenca bakterij je pojav pri katerem bakterije razvijejo mehanizme s 
katerimi izničijo baktericidno ali bakteriostatično delovanje protibakterijskih učinkovin. 
Odpornost delimo na dva tipa, in sicer intrinzično ter pridobljeno odpornost. Intrinzična (ali 
notranja) je naravno prisotna odpornost proti v naravi prisotne antimikrobne spojine, ki se je 
razvila kot posledica boja za preživetje bakterije med drugimi mikroorganizmi. Primarni 
fokus v kliničnem okolju je pridobljena odpornost proti protibakterijskim učinkovinam, ki 
jo je pridobila primarno občutljiva populacija bakterij. (3) Pridobljena odpornost je lahko 
posledica mutacij ali pridobitve zunanjega gentskega materiala. V velikem deležu primerov 
je odpornost pridobljena z mutacijo zelo zahtevna za celični metabolizem bakterije 
(upočasnijo vitalne funkcije). Posledično se takšne vrste mutacij ohranjajo le v prisotnosti 
antibiotika in niso stalne. Bakterije tipično pridobijo odpornost iz okolice tj. drugih bakterij. 
Genetski material lahko pridobijo s transformacijo (vključitev nezaščitene DNA, ki se je v 
okolico sprostila, npr. nekroza celic), s transdukcijo (napad bakteriofaga) ali konjugacijo 
(izmenjava genetskega materiala med bakterijami v obliki plazmidov, transposonov ali 
integronov). Shematski prikaz teh mehanizmov je predstavljen na sliki 1. Najpoglavitnejši 
in najučinkovitejši način pridobitve odpornosti med bolnišničnimi bakterijami je 
konjugacija, za katero menijo, da v večjem deležu poteka med bakterijami v 
gastrointestinalnem traktu pacientov, ki so na antibiotični terapiji. (3)  
 
 




1.1.3 Verjetnost mutacij in mutabilnost 
S preučevanjem bakterijskih mutacij in s tem povezano pojavnostjo odpornosti se 
znanstveniki ukvarjajo že več let. Izkazalo se je, da je napovedovanje odpornosti zelo 
kompleksen in od številnih faktorjev odvisen proces. Kot pionirja na področju preučevanja 
mutacij pri bakterijah sta Luria in Delbrück leta 1943 ločila dva ključna pojma. Verjetnost 
mutacije (»mutation rate«), ki je ocena verjetnosti za pojav mutacije znotraj ene celične 
delitve in frekvenca mutacije (»mutation frequency«), ki opisuje delež mutiranih bakterij v 
dani kulturi. (5) Treba je dodati, da je verjetnost mutacije pogosto definirana kot frekvenca 
pojava zaznavnih mutantov, ki se pojavijo znotraj bakterijske populacije v okolju z 
antibiotikom. Se pravi, da med mutacije vključujejo le tiste mutacije, ki se izkažejo kot 
ugodne za namen preživetja v okolju z antibiotikom in ne frekvenco vseh mutacij. 
Verjetnost, da bo mutacija povzročila odporen fenotip, imenujemo mutabilnost 
(»mutability«). Verjetnost za pojav proti antibiotikom odpornega seva dane bakterije je 
funkcija splošne mutabilnosti, ki je rezultat kombinacije številnih neodvisnih mutabilnosti 
danih genov. Odpornost je lahko takšna, kjer je za njeno izražanje dovolj mutacija na vsaj 
enem od več možnih genov (katerih mutacija bi vodila do odpornosti). Verjetnost za pojav 
take vrste odpornosti računamo kot seštevek posameznih mutabilnosti. Za nastop drugih, 
velikokrat kompleksnejših, vrst odpornosti, so potrebne mutacije na več genih hkrati. V takih 
primerih se verjetnost pojava odpornosti računa kot zmnožek mutabilnosti vsakega gena. Za 
predstavo vzemimo dva neodvisna gena, katerih mutacija bi vodila do odpornosti, z 
mutabilnostima 10−8. Če bi za razvoj odpornosti bila dovolj mutacija samo enega gena, bi 
bila mutabilnost 2 × 10−8. Če bi za nastop odpornosti bila potrebna hkratna mutacija obeh 
genov, bi verjetnost pojava odpornosti močno upadla, na 1 ×10−16. (6) Če bi torej lahko našli 
zaviralca, ki bi na bakterijo deloval na dve različni tarči v bakteriji, bi se verjetnost pojava 
odpornosti proti temu zaviralcu drastično zmanjšala napram zaviralcu, ki bi deloval le na 
eno tarčo.  
1.1.4 DNA struktura 
Bakterijska molekula DNA je po dolžini precej daljša kot dolžina povprečne bakterije. 
DNA E. coli sestavlja okoli 4,7 × 106 baznih parov, ki skupaj obsegajo dolžino približno 1,7 
mm. V primerjavi z dolžino povprečne bakterije je DNA približno 850-krat daljša (slika 2). 
Molekula DNA mora biti zato zelo spretno zvita. Za namene funkcionalnosti DNA ni dovolj 
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le zgoščenost, vendar more molekula biti zvita na tak način, da dopušča dostop do informacij 
za namene podvajanja in prepisovanja. To omogoča zelo kompleksna terciarna struktura. (7) 
 
Slika 2: Relativna primerjava dolžine razvite E. coli DNA v primerjavi z dolžino celice E. coli Prirejeno po (7). 
1.1.5 Superzvitje 
Pomembni pojav terciarne strukture je superzvitje DNA. Superzvitje je zvitje osi DNA 
okoli sebe in je posledica torzijskih sil. Eden osnovnih parametrov, ki definira topologijo 
krožne DNA je navojno število (Lk – linking number). Je teoretično število, ki pove 
kolikokrat je ena verige krožne dvojno-verižne DNA ovita okoli druge. Navojno število 
sproščene je definirano kot Lk0. Ovijanje verig, ki rezultira v desno-sučnem heliksu, je 
opisano s pozitivnim navojnim številom ter ga imenujemo pozitivno superzvitje oz. 
nadzvitje, levo-sučni heliks pa z negativnim navojnim številom, imenovano negativno 
superzvitje oz. podzvitje. (8) S prekinitvijo ene verige, ki jo za 360 stopinj zavrtimo okoli 
druge in ponovno združimo, lahko spreminjamo navojno število za ±1. V kolikor prekinemo 
obe verigi in ju zavrtimo za 360 stopinj, lahko navojno število spreminjamo za ±2. 




Slika 3: Shematičen prikaz pozitivno in negativno superzvite DNA. 
Navojno število lahko definiramo kot seštevek dve strukturnih lastnosti; 
Lk=Tw+Wr 
Tw, Wr geometrične lastnosti 
Vijalno število (Tw – twisting number) opisuje zvitje vijačnice znotraj njene osi. Kot 
samo ime pove je število dodatnih zavojev (Wr – Writhling number) sorazmerno s številom 
zavojev DNA v prostoru. Večje kot je število, več je zavojev, pri čemer je Wr < 0 za 
pozitivno superzvito DNA, Wr > 0 pa za negativno superzvito. 
1.1.6 Podvojevanje 
Večina krožnih DNA, kot so na primer plazmidi, je podzvitih. Negativno 
superzvijanje sprošča notranje napetosti in tako omogoča stabilnost DNA molekule. Vsaka 
celica aktivno podzvija DNA s pomočjo topoizomeraznih encimov (opisani kasneje). 
Torzijske sile v podzviti DNA predstavljajo obliko shranjene energije, ki olajša razcep 
helično prepletenih verig in tako omogočajo iniciacijo procesov kot so podvojevanje in 
prepisovanje. (9) 
Večina bakterij ima krožni genom, ki vsebuje le eno začetno mesto podvojevanja 
imenovano oriC, ki jo sestavlja 245 baznih parov. Je bogata z adenin-timin baznimi pari, 
katero prepoznava protein DnaA, ki ob pomoči histonu-podobnim proteinov (histone like 
proteins) razpre verigi negativno superzvite DNA v neposredni bližini začetnega mesta 
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podvojevanja in tako omogoči vezavo podvojevalnih proteinov. DnaB-helikaza se nato veže 
med verigi in prekinja vodikove vezi vzdolž DNA, kar tvori podvojevalne vilice. Tekom 
razpiranja verig vzdolž DNA se pred kompleksom helikaza-DNA pojavljajo torzijske 
napetosti, zaradi česar nastajajo pozitivni superzavoji. Nastalo superzvijanje odstranjuje 
encim topoizomeraza II, imenovana DNA-giraza, ki sprošča navoje in omogoča nemoteno 
delovanje helikaze. Na verigah podvojevalnih vilic nato encim DNA-primaza sintetizira 
začetni oligonukleotidni RNA segment, katerega potrebuje DNA polimeraza III za začetek 
sinteze komplementarne DNA verige. Podaljševanje verige vedno poteka v smeri 3' proti 5', 
zaradi česar se na vodilni verigi DNA podaljšuje kontinuirano, na zastajajoči verigi pa v več 
fragmentih, imenovanih Okazakijevi fragmenti. Vsak Okazakijev fragment potrebuje 
začetni oligonukleotidno RNA. DNA polimeraza I je med procesom podvojevanja 
odgovorna za zamenjavo RNA fragmentov za DNA fragmente na vodilni in zastajajoči 
verigi, katere nato DNA ligaza združuje z novo sintetiziranimi deli DNA. Shema procesa je 
prikazana na sliki 4. 
 
Slika 4: Shema podaljševanja verige DNA. Prirejeno po (10). 
Ko DNA polimerazi III zaključita celotni krog in DNA ligaza združi konce dobimo dve 
krožni molekuli DNA, ki sta med sabo prepleteni. Za ločitev (dekatenacijo) hčerinskih DNA 
je odgovoren encim topoizomeraza IV (topo IV), kar nato omogoči delitev celice v dve 
hčerinski celici. (11) V nadaljevanju se bomo osredotočili na DNA-girazo in topo IV, ki sta 





Topoizomeraze so izomerazni encimi, ki kot prej omenjeno, omogočajo topološke 
prehode DNA v procesih podvojevanja, prepisovanja in rekombinacijie. So esencialni 
encimi, ki spreminjajo terciarno strukturo DNA s sproščanjem ali dodajanjem supernavojev, 
pri čemer prekinejo fosfodiestersko vez preko nukleofilnega napada tirozinskega ostanka. 
(12) Topoizomeraze delimo v dve skupini. Topoizomeraze tipa I topološko spreminjajo 
DNA s prekinitvijo le ene verige dvovijačnice, topoizomeraze tipa II pa delujejo preko 
cepitve obeh verig hkrati. (12, 13) Ker cepitev dveh verig hkrati poleg sproščanja 
superzavojev omogoča tudi razpletanje in razvozlavanje, je normalno delovanje teh encimov 
nujen za nemoten potek celične delitve in prepisovanja. Ravno zaradi tega dejstva, so 
topoizomeraze tipa II postale osrednje tarče protibakterijskih učinkovin današnjega časa. 
(14)  
Na podlagi strukturnih lastnosti encima se topoizomeraze tipa II delijo dalje v tip IIA 
in IIB. Tip IIA encimi so strukture z dvema osema simetrije, ki imajo tri dimerizacijske 
podenote (t. i. vrata), N-vrata, DNA-vrata in C-vrata. Strukturno sorodni encimi katalizirajo 
različne reakcije, ki potekajo preko zapletenega večstopenjskega mehanizma s 
koordiniranim odpiranjem in zapiranjem prej omenjenih vrat. Encimi tipa IIB nimajo C-vrat 
in katalizirajo od ATP-odvisno relaksacijo DNA preko dvo-vratnega mehanizma. 
Bakterijski encim tipa IIA, DNA-giraza, je heterotetramer, ki je sestavljen iz dveh GyrB in 
dveh GyrA podenot. Na GyrB se nahaja aktivno mesto za vezavo in hidrolizo ATP, GyrA 
pa nosi katalitičen tirozin za cepitev DNA in C-terminalne domene, ki igrajo osrednjo vlogo 
pri vezavi DNA. DNA-giraza igra številne vloge v kromosomskih procesih. Odpravlja vozle 
in pomaga pri zvijanju in zlaganju DNA. (15) DNA-giraza je edini encim, ki lahko zmanjša 
navojno število pod številom relaksirane in tako negativno supernavije DNA. (16) Tako 
vzdržuje naravno stopnjo negativnega supernavijanja, ki aktivira kromosom v vseh procesih, 
ki vključujejo odpiranje verig. Ker je nivo supernavitja odvisen od ektstracelularnega okolja, 
naj bi bila DNA-giraza neke vrste gensko orodje v odzivu na okoljske spremembe. (15) 
Osrednja aktivnost DNA-giraze, ki so jo za učinkovitost izkoristile protibakterijske 
učinkovine, npr. kinoloni, je uvajanje negativnih super navojev pred podvojevalnimi 
vilicami z namenom sproščanja pozitivno supernavite DNA, ki nastajajo med napredovanje 
podvojevalnega in prepisovalnega kompleksa vzdolž DNA. Zaviralno delovanje temelji na 
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ujetju kompleksa DNA-giraza-DNA v koraku, v katerem je DNA prekinjena. (17) Poleg 
bakteriostatičnega delovanja, akumulacija razpadle DNA vodi v baktericidni učinek. (14)  
Kot prej omenjeno, topoizomeraze tipa II delujejo preko kompleksnega 
večstopenjskega katalitičnega cikla. (16) V nadaljevanju je opisan poenostavljen 
mehanizem, ki je prikazan na sliki 5. Odprta N-vrata omogočijo vezavno »gate verige« (G-
verige) DNA na DNA-vrata. Na ATP domeni se veže po ena molekula ATP, kar vodi v 
dimerizacijo in zaprtje N-vrat – ujetje transportne verige (T-verige). Sledi cepitev verige G, 
za katerega so potrebni Mg2+ ioni kot kofaktor. Skozi nastalo cepitev se prenese T-veriga, 
nato poteče religacija G-verige in hidroliza ATP, kar vodi do odprtja C-vrat. Veriga T se 
sprosti iz encima in zaprejo se C-vrata. Hidroliza poslednje ATP molekule odpre N-vrata in 
sprostitev G verige. (18)  
 
Slika 5: Shema katalitičnega cikla topoizomeraz II. Prirejeno po (19). 
Večina topoizomeraz II deluje po zgoraj opisanem kanonskem »canonical« prehodu 
z dvojno verigo. (16) DNA-giraza deluje po mehanizmu, pri katerem C-terminalna domena 
podenote GyrA zavije DNA okoli encima ter s tem naredi pozitivni zavoj med G in T 
segmenti, kar oponaša pozitivni supernavoj (slika 6). Ker sta G in T segmenta proksimalna, 
je pri DNA-girazi kataliza intamolekularnih prehodov dvojne verige favorizirana napram 




Slika 6: Shematski prikaz interakcije C-terminatne domene in DNA pri topo IV (levo) in DNA-girazi (desno). 
Prirejeno po (16). 
Drug predstavnik bakterijskih topoizomeraz tipa IIA je topo IV. Homologno girazi 
(slika 7), topo IV sestavljajo po dve podenoti ParC in dve ParE. Je encim, ki je odgovoren 
za razplet (dekatenacijo) hčerinskih DNA po podvojevanju ter za uvajanje pozitivnih 
superzavojev v molekulo DNA. Deluje po kanonskem mehanizmu in ne ovija DNA okoli 
svoje strukture, kar je ključna razlika, ki daje topo IV močno dekatenacijsko aktivnost v 
primerjavi z DNA-girazo. Zavijanje DNA okoli encima favorizira intra- proti 
intermolekularnem prehodu verige, zaradi česar ima DNA-giraza relativno slabšo 
dekatenacijsko aktivnost napram superzvijanju/podzvijanju, v nasprotju s topo IV. Če girazi 
odstranimo del proteina A, se dekatenacijska aktivnost napram superzvijanju/podzvijanju 
poveča, kar kaže na zelo podobno strukturo topo IV in DNA-giraze. (17)  
 




1.2.1 ATP-vezavno mesto 
Strukturne značilnosti ATP-vezavnega mesta uvrščajo topoizomeraze II v tako 
imenovano GHKL (giraza, Hsp90, histidin-kinaza, MutL) superdružino. Prostorsko ogrodje 
vezavnega mesta superdružine sestavljajo tri α-vijačnice (α1, α2 in α3), zanke aminokislinskih 
(AK) preostankov (L3, L4) in dno prekrito s hidrofobno ploskvo štirih β-struktur. Shema 
vezavnega mesta je prikazana na sliki 8. Značilnost funkcionalno zelo različnih članov 
GHKL superdružine so karakteristična AK zaporedja, ki skupaj tvorijo specifično nukeotid-
vezočo zvitje poznano pod imenom Bergeratovo zvitje. Zvitje definirajo štirje motivi; Motiv 
I (na sliki 8 predstavljen kot kvadrat N), lociran na α1-vijačnici, je bogat z asparaginskimi 
AK ostanki odgovorni za vezavo fosfatnih skupin ATP molekule. Motiv II (G1) vsebuje AK 
ostanke asparaginskih kislin odgovornih za vezavo adeninskega dela ter je najverjetneje 
razlog za selektivnost Bergeratovega-zvitja za ATP napram gvanizin trifosfatu (GTP). 
Glicinski ostanki Motiva III (G2) in Motiva II (G1) predstavljajo prijemne točke dolge 
fleksibilne zanke L4, ki molekulo po vezavi popolnoma objame. Poslednji motiv Motiv IV 
(G3), vsebuje AK preostanke treonina in serina, ki stopajo v interakcijo z amidnim dušikom 
in karbonilnim kisikom izolevcina v Motivu II (G1) in tako vzdržujejo strukturno integriteto 
vezavnega mesta. (21) Ker tako DNA-giraza kot tudi topo IV spadata v GHKL superdružino, 
je za ATP-vezavni mesti obeh encimov značilna zelo velika 3D strukturna podobnost.  
 
 
Slika 8: Shematski prikaz osrednjih elementov ATP-vezavnega Bergeratovega zvitja DNA-giraze (levo). Prikaz 
zaprte L4 zanke po vezavi molekule ATP pri DNA-girazi (desno). Prirejeno po (21). 
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1.3 Zaviralci DNA-giraze in topoizomeraze IV – aminokumarini in kinoloni 
 V 1950ih so v sklopu dvoletnega intenzivnega raziskovanja naravnih bakterijskih 
produktov identificirali nov antibiotik – novobiocin (slika 9), ki je postal eden pomembnejših 
spojin vodnic tistega časa. Kot predstavnik aminokumarinov je bil novobiocin prvi zaviralec 
z delovanjem na DNA-girazo oz. topo IV z vezavo na ATP-azno aktivno mesto na podenoti 
GyrB oz. ParE. In vitro spekter delovanja novobiocina je primarno zoper po Gramu 
pozitivnim bakterijam z redkejšimi primeri zoper po Gramu negativnim bakterijam, kot na 
primer E. coli, Klebsiella pneumoniae in druge. V 60ih letih je novobiocin veljal kot 
antibiotik prve izbire zoper na penicilin odporne okužbe s S. aureus. Potencialna naslednika 
novobiocina aminokumarinska naravna produkta klorobiocin in koumermicin A1 sta sicer 
kazala dobro aktivnost, vendar zaradi toksičnosti nista bila odobrena.  
 
Slika 9: Strukturni prikaz novobiocina (A) in klorobiocina (B). 
Intenzivno raziskovanje farmacevtske industrije je vodilo do razvoja velikega števila 
novih skupin zaviralcev kot so indazoli, pirazoli, pirolamidi, benzimidazoli in številni drugi 
(slika 10). Raziskovanje poteka tudi na Katedri za farmacevtko kemijo na Fakulteti za 
farmacijo Univerze v Ljubljani, kjer se v okviru razvoja ATP-aznih zaviralcev topoizomeraz 
raziskuje spojine različnih strukturnih skupin kot so benzotiazoli, fenilpirolamidi, 
tetrahidrobenzotiazoli, idr. Kljub dolgotrajnem in intenzivnem raziskovanju farmacevtske 
industrije v iskanju novih ATPaznih zaviralcev DNA-giraze in topo IV je novobiocin do 
12 
 
sedaj edina učinkovina, ki je prestala prvo fazo razvoja in posledično uspela priti na tržišče. 
Pojavnost spontane odpornosti med zdravljenem, nastop novih učinkovitejših 
protibakterijskih učinkovin in opažena toksičnost na evkariontskih celicah je leta 2011 
vodila do umika novobiocina s trga. (20) 
 
 
Slika 10: Zgodovina razvoja ATP-aznih zaviralcev DNA-giraze in topo V. Prirejeno po (20). 
 
Leta 1962 je bila odkrita nalidiksna kislina (slika 11), spojina vodnica dveh večjih 
skupin protibakterijskih učinkovin - kinolonov. Primarno se je uporabljala v zdravljenju po 
Gramu negativnih urinalnih infekcij, toda je, kot večina drugih vodnic, bila nadomeščena z 
učinkovitejšimi nasledniki z boljšim ADMET (absorpcija, distribucija, metabolizem, 
eliminacija in toksičnost) profilom. Kinoloni delujejo preko zaviranja sinteze DNA z 
zaviranjem DNA-giraze in topoizomeraze IV, a se v nasprotju z novobiocinom vežejo na 
vezavno mesto na podenotah GyrA in ParC. Prva generacija kinolonskih učinkovin je še 
vedno vsebovala osrednji skelet nalidiksne kisline. Substitucija s piperazinom na mestu 
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sedem je vodila v dobro protibakterijsko aktivnost zoper po Gramu pozitivni Pseudomonas 
aeruginosa. Sledila je druga generacija, pri kateri je z odstranitvijo dušika na mestu 8 
naftiridonskega skeleta zamenjal kinolnski. Dodatek molekule flora na mestu 6 je 
pripomogla k širšem spektru delovanja, toda včasih tudi pojavnosti resnih neželenih učinkov, 
kot so fototoksičnost, srčno-krvožilni zapleti in vplivi na centralno-živčni sistem (CŽS). Med 
najpomembnejše predstavnike skupine spadajo ciprofloksacin, norfloksacin in 
levofloksacin. S tretjo generacijo so sledili grepafloksacin, gatifloksacin in drugi, z 
učinkovitim delovanjem zoper proti penicilinu odporen Streptococcus pneumoniae. Druga 
skupina učinkovin – naftiridoni, se je razvijala vzporedno s tretjo generacijo kinolonov. Med 
prve spadata enoksacin in tosufloksacin, sledijo še drugi, kot sta trovafloksacin in 
gemifloksacin. Slednje velikokrat uvrščamo v kinolone tretje (IIIb) oz. četrte generacije. (22, 
23) Strukturne formule primerov kinolonov so predstavljene na sliki 11. 
 
Slika 11: Strukturna formula nalidiksne kisline (A), ciprofloksacina (B), enoksacina (C), levofloksacina (D), 




 Fluorokinoloni so trenutno edini klinično relevantni zaviralci DNA-giraze in topo 
IV, vendar je njihova uporaba zaradi resnih stranskih učinkov in pojavnosti bakterijske 
odpornosti vse bolj omejena. Za razliko od ATP-kompetitivnih zaviralcev, fluorokinoloni 
delujejo z vezavo na podenoto GyrA/ParC DNA-giraze/topo IV. V raziskavah ugotavljajo, 
da obstaja le majhna verjetnost za navzkrižno odpornost ATP-kompetitivnih zaviralcev proti 
sevom odpornim proti kinolonom. Zaradi slednjega bi se lahko z razvojem ATP-
kompetitivnega zaviralca izognili že obstoječimi odpornosti ter tako naslovili tudi okužbe 





2 NAMEN DELA 
Kot omenjeno v začetku naloge sta odpornost bakterij proti protibakterijskim 
učinkovinam in potreba po novih delujočih učinkovinah vse večji problem 21. stoletja. 
Svetovna zdravstvena organizacija na problematiko jasno opozarja in med drugim med 
najpogostejšimi bolnišničnimi okužbami izpostavlja bakteriji E. coli in S. aureus. (4) V 
iskanju novih zaviralcev, za katere bi bakterije imele nižjo verjetnost za razvoj odpornosti 
in s tem potrebovale dlje časa za razvoj le te, se bomo osredotočili na iskanje zaviralcev z 
dvojnim delovanjem na topoizomerazne encime (dvojni tarči), specifično zaviranje DNA-
giraze in topoizomeraze IV. Zaradi strukturnih podobnosti ATP-vezavnih mest na obeh 
encimih bi lahko našli zaviralca, ki bi zavirala oba encima hkrati in po obeh mehanizmih 
deloval baktericidno. Ob vrednotenju zaviralcev bomo upoštevali tudi uravnoteženost 
zaviralne aktivnosti na danih encimih, saj za uspešno dvojno delovanje in tako zmanjšanje 
pojavnosti odpornosti ne zadostuje le močno zaviranje enega od encimov, temveč je 
potrebno zadostno zaviranje obeh. 
 Iz banke ATP-kompetitivnih topoizomeraznih zaviralcev bomo biokemijsko 
vrednotili in vitro aktivnosti spojin na bakterijskih encimih DNA-girazi in topo IV iz bakterij 
E. coli in S. aureus. Zaviralci, ki jih bomo vrednotili tekom eksperimentalnega dela naloge 
spadajo v pirolamidni strukturni tip zaviralcev bakterijskih topoizomeraz. Nekaj primerov 
struktur zaviralcev iz banke spojin je prikazanih na sliki 12. 
 




Za vrednotenje bomo uporabili komercialno dostopne testne kite z encimi in 
plazmidi, ki jih bomo na na mikrotitrski ploščici na podlagi natančnega protokola inkubirali 
z zaviralci (testnimi spojinami). Osrednja ideja določitve sloni na vezavni lastnosti tripleks 
formirajočega biotiniliranega oligonukleotida, ki ima zelo visoko afiniteto do streptavidina in 
hkrati izrazito višjo afiniteto za vezavo superzvitega plazmida napram plazmidu v sproščeni 
obliki. DNA-giraza in topoizomera IV omogočata topološki prehod plazmida iz ene v drugo 
obliko. Vrednotenje zaviralcev temelji na zaviranju aktivnosti encima, ki se kaže v 
zmanjšanju ali odsotnosti topoloških prehodov plazmida in s tem do različne mere vezave 
plazmida na oligonuklotid. Afiniteta streptavidin-biotin je znana kot najmočnejša 
nekovalenta vez v biološkem svetu (25), kar omogoča zanesljivo imobilizacijo 
biotiniliranega oligonukleotida na s streptavidinom prevlečeno mikrotitrsko ploščico. Delež 
vezanega plazmida na oligonukleotid, se nato lahko kvantizira s pomočjo fluorescenčnega 
barvila in merjenjem fluorescence. Shema mehanizma biokemijskega testa je predstavljena 
na sliki 13. Na zaviralcih iz banke spojin bomo najprej izvedli presejalne teste in na podlagi 
rezultatov aktivnim zaviralcem natančneje določili minimalno zaviralno koncentracijo za 
oba encima. Tekom dela želimo med spojinami najti takšne, ki bodo uravnoteženo aktivne 
na obeh encimih dane bakterije hkrati in imele relativno nizke IC50. Takšne spojine nam 
bodo lahko služile kot vodnice za nadaljnji razvoj potencialnih novih protibakterijskih 
učinkovin z delovanjem na DNA-girazo in topo IV. 
  
Slika 13: Shema mehanizma testa. (A) S streptavidinom prevlečena ploščica. (B) Vezava biotiniliranega 
oligonukleodia na streptavidin. (C) Inkubacija plazmida z zaviralcem in topoizomeraznim encimom ter vezava 




3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1  »Microplate Assay Kit« 
Aktivnost zaviralcev smo določevali s pomočjo komercialno dostopnih testnih 
kompletov »Microplate Assay Kit« proizvajalca Inspiralis. Komplet sestavljajo encim, DNA 
substrat – plazmid NO1 (pNO1), tripleks formirajoči biotiniliran oligonukleotid (TFO1) in 
koncentrati pufrov. Pogoji shranjevanja so bili v zamrzovalniku, pri -80 °C. Posamezni 
kompleti so predstavljeni v preglednici I. 
Preglednica I: Sestava testnih kompletov 
Encim E. coli Gyrase E. coli Topo IV S. aureus Gyrase S. aureus Topo IV 
Konc. 5 U/µL 10 U/µL 10 U/µL 10 U/µL 
Plazmid 
1mg/ml 




20 mM Tris.HCl (pH 7,6) 
137 mM NaCl 
0,01 % (m/v) BSA 




35 mM Tris.HCl  
(pH 7,5) 
24 mM KCl 
4 mM MgCl2 
2 mM DTT 
1,8 mM spermidin 
1 mM ATP 
6,5 % (m/v) glicerol 






100 mM K-glutamat 
10 mM Mg-acetat 
10 mM DTT 
1 mM ATP 





500 mM K-glutamat 
10 mM Mg-acetat 
10 mM DTT 
2 mM ATP 
0,05 mg/ml albumin 
 
50 mM Tris.HCl  
(pH 7,5) 
350 mM K-glutamat 
5 mM MgCl2 
5 mM DTT 
1,5 mM ATP 




50 mM Tris.HCl  
(pH 7,5) 
100 mM KCl 
2 mM DTT 
1 mM EDTA 
50 % (m/v) glicerol 
 
40 mM HEPES. 
KOH  
(pH 7,6) 
100 mM K-glutamat 
1 mM DTT 
1 mM EDTA 
40 % (v/v) glicerol  
 
50 mM Tris.HCl  
(pH 7,5) 
1 mM DTT 
1 mM EDTA 
40 % (m/v) glicerol 
 
50 mM Tris.HCl  
(pH 7,5) 
1 mM DTT 
1 mM EDTA 




50 mM natrijev acetat (pH 5,0) 
50 mM NaCl 




10 mM Tris.HCl (pH 8) 
1 mM EDTA  
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3.2 Druge kemikalije, pripomočki in instrumenti 
Za redčitev vzorcev, pufrov ipd. smo uporabljali avtoklavirano vodo visoke kvalitete 
- Ultra čista Milli-Q voda, dimetilsulfoksid (DMSO, brezvodni ≥99.9 %) in 10 % vodno 
raztopino polioksietilen sorbitan monolaurata (Tween®). Za fluorescenčno barvilo smo 
uporabljali SYBR Gold® (Invitrogen), shranjevano v zamrzovalniku pri –20 °C. Ekscitacija 
barvila poteka pri 485 nm in emisija pri 535 nm. Poskuse smo izvajali v s streptovidinom 
prevlečenih črnih mikrotitrskih ploščicah s 96 vdolbinicami proizvajalca Thermo Scientific, 
ki smo jih pred uporabo hranili v hladilniku pri 4 °C. 
Vrednotili smo zaviralce iz banke spojin topoizomeraznih zaviralcev, sintetizirane na 
Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani. Le te so bile v obliki raztopine v DMSO s 
koncentracijo 10 mM oziroma smo jih na podlagi znane mase in molekulske mase redčili 
sami. Raztopine zaviralcev smo shranjevali v sterilnih kriovialah v zamrzovalniku pri –
20°C. Pri delu smo prav tako uporabljali kontrolni vzorec - zaviralec DNA-giraze 
novobiocin, proizvajalca SigmaAldrich, v obliki razopine v DMSO s koncentracijo 2 mM, 
shranjen v krioviali v zmrzovalniku pri –20°C.  
Tekom dela smo uporabljali čitalec mikrotitrskih ploščic BioTek Synergy HT, precizno 
tehnico, hladilnik (4°C), zamrzovalnik (-20°C) zamrzovalnik (-80°C), avtoklav, vorteks 
(stresalni mešalnik), avtoklavirane plastične epruvete in nastavke za pipetiranje (tipsi) ter 
polavtomatske in avtomatske pipete naštete v preglednici II. 






100 – 1000 µL 
20 – 200 µL 
polavtomatska 
Biohit 
10 – 100 µL 
0,5 – 10 µL 
avtomatska 8-kanalna 
Biohit 
50 – 1200 µL 
10 – 300 µL 




Od programske opreme smo se za podatkovno analizo primarnih podatkov 
posluževali programa Gen5 in Microsoft Excel, za določevanje srednje zaviralne 
koncentracije (IC50) s pomočjo encimske krivulje pa program GraphPad Prism 5.0. 
3.3 Priprava vzorčnih raztopi ter kontrole in kontrolni vzorec 
Za vsako testirano spojino smo izvedli vsaj en presejalni test z dvema 
koncentracijama. Z določitvijo rezidualne aktivnosti encima pri teh dveh koncentracijah smo 
ocenili IC50, na podlagi katerega smo nato zastavili načrt nadaljnjega preskušanja ali za 
izključili zaradi neaktivnosti. Rezidualna aktivnost (RA) pove delež aktivnosti encima ob 
prisotnosti zaviralca. RA = 0 % opisuje popolno zaviranje encima in s tem popolno odsotnost 
aktivnosti. RA = 100 % pa opisuje odsotnost zaviranja (ali neaktivnost spojine) in s tem 
popolnoma nemoteno aktivnost encima. Za vsak aktivni zaviralec smo nato poleg osrednje 
koncentracije, ki je bila reda velikosti ocenjene IC50, dodali še 3 višje in 3 nižje koncentracije 
z encimom s primernim korakom redčenja. Ker se vse izhodne raztopine tekom preskušanja 
še dodatno redčijo za faktor 10 (dodatna redčitev s testno mešanico in raztopino encima), 
smo le te pripravljali v 10-krat višje koncentracije glede na načrtovane testirane 
koncentracije.  
Pred pričetkom dela smo raztopine zaviralcev iz banke spojin v obliki DMSO 
raztopine koncentracije 10 mM odmrznili pri sobni temperaturi in jih nato temeljito 
premešali na vorteksu. Za nadaljnje redečenje smo pripravili dve raztopini, in sicer 0,008 % 
raztopino Tweena (40 µL 10 % Tweena smo redčili na 50 ml vode) ter 0,008 % raztopino 
Tweena z 10 % DMSO (v 27 ml predhodne raztopine smo dodali še 3,0 ml DMSO). Slednjo 
smo uporabili pri pripravi raztopin nižjih koncentracij (pod in vključno 40 µM), raztopino 
brez DMSO pa za redčenje raztopin do višjih koncentracij (nad 40 µM). Podlaga za pripravo 
dveh raztopin za redčenje je bila končna koncentracija DMSO v preskušanih raztopinah, ki 
ni smela presegati 10 % (v/v) oz. 1 % (v/v) DMSO-ja v končni reakcijski mešanici. DMSO 
namreč ovira delovanje encimov, pri čemer more za ustrezno delovanje testa v končni 
mešanici biti manj kot 5 % DMSO.  
Glede na zastavljen načrt preskušanja smo najprej pripravili najvišje koncentracije 
posameznega vzorca. Za preskušanje pri začetni koncentraciji 800 µM smo pripravili 8000 
µM izhodno raztopino tako, da smo 32 µL 10 mM spojine v DMSO iz banke spojin redčili 
z 8 µL 0,008 % Tweena. Za koncentracijo 400 µM smo pripravili 4000 µM izhodno 
20 
 
raztopino iz 16 µL 10 mM spojine v DMSO in redčili s 24 µL 0,008 % Tweena itd. Za 
pripravo izhodnih raztopin manjših koncentracij (40 µL in manj) smo uporabili 0,008 % 
Tweena z 10 % DMSO. Tako smo na primer za 40 µM raztopino (400 µM izhodno 
raztopino) redčili 4 µL 10 mM spojine v DMSO s 96 µL 0,008 % Tweena z 10 % DMSO 
itd. Vsako pripravljeno raztopino smo temeljito premešali na vorteksu. Iz izhodne raztopine 
smo nato v stripih s stopenjskim redčenjem pripravili raztopine nižjih koncentracij. Korak 
redčenja je bil prilagojen danemu encimu, glede na naklon sigmoidne krivulje v grafu 
odvisnosti rezidualne aktivnosti od logaritma koncentracije zaviralca. Pri preskušanjih na E. 
coli girazi je bil korak redčenja 0,375, kar je 15 μL raztopine redčene s 25 μL 0,008 % 
Tweena ali v 0,008 % Tweena z 10 % DMSO (odvisno ali je koncentracija presegala 400 
µM). Za S. aureus DNA-girazo je bil korak redčenje 0,25, kar je 10 μL raztopine redčene s 
30 μL, za E. coli in S. aureus topo IV pa 0,5, in sicer 20 μL raztopine redčene z 20 μL. Po 
končanem rdečenju smo imeli pripravljene raztopine zaviralcev v sedmih različnih 
koncentracijah.  
Za potrebe vrednotenja smo na vsaki ploščici imeli dve negativni in dve pozitivni 
kontroli. Pri negativni kontroli (RA encima 0 % oz. popolna zaviranje encima) smo v 
reakcijsko kaskado namesto encima dodali »Dillution buffer« pufer, pri pozitivni kontroli 
(RA encima 100 % - odsotnost zaviranja) pa namesto zaviralca le 0,008 % raztopino Tweena 
z 10 % DMSO. 
Za kvaliteto podatkov pridobljenih tekom našega dela smo na vsako ploščico dodajali 
tudi kontrolni vzorec novobiocina, ki velja za enega najpogosteje vrednotenega zaviralca 
topoizomeraznih encimov v strokovni literaturi. Literaturne vrednosti IC50 novobiocina za 
E. coli DNA-girazo B in topo IV sta 0,08 in 10 µM, za S. aureus pa 0,01 in 20 µM. (26) Na 
ploščice smo vključili po dve testnemu encim primerni koncentraciji novobiocina, ki sta 
oklepali IC50 vrednosti določene na Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani na naših 
ploščicah. Le te so 0,17 in 11 µM na E. coli DNA-girazi in topo IV ter 0,041 in 27 µM na S. 
aureus DNA-girazi in topo IV  
Na podlagi slednjega smo na ploščice vključili po dve, testnemu encim primerni, 
koncentraciji novobiocina, ki oklepata literaturni IC50. 
Vzorčne raztopine, kontrole in kontrolni vzorec smo nato, skladno s protokolom, 
dodajali na mikrotitrsko polšico s 96 vdolbinicami, pri čemer smo sledili prej pripravljenemu 
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načrtu za razporeditev. Primer načrta je prikazan v preglednici III. V stolpcih 1-4 so 
razporejene spojine, katerim smo določevali IC50, v sedmih različnih koncentracij vzdolž 
vrstic A-G. V stolpcih 5-12 so primeri presejalnih testov z dvema koncentracijama, pri čemer 
so vzorci razporejeni vzdolž vrstice po parih dveh koncentracij. V zadnji vrstici imamo še 
dvojnike kontrol in kontrolni vzorec v dveh koncentracijah. 
Preglednica III: Primer načrta za delo na mikrotitrski ploščici. Vdolbinice H1 in H2 – pozitivni kontroli, H3 in 
H4 – višji koncentraciji novobiocina, H5 in H6 – nižji koncentraciji novobiocina, H7 in H8 – negativni kontroli. 
 vzorci v sedmih koncentracijah presejalni testi z dvema koncentracijama 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 40 µM 10 µM 10 µM 1 µM 10 µM  1 µM 10 µM  1 µM  1 µM 
0,1 
µM 
 1 µM 
0,1 
µM 







10 µM  1 µM 10 µM  1 µM  1 µM 
0,1 
µM 












10 µM  1 µM 10 µM  1 µM  1 µM 
0,1 
µM 




























































































3.4 Protokol  
Protokol testiranja -DNA-giraza 
1) Rehidracija ploščice  
Priprava pufra za spiranje »Wash Buffer«: 7 mL koncentriranega pufra + 133 mL 
ultra čiste Milli-Q vode. Nato smo v vsako celico mikrotitrske ploščice odpipetirali 
200 µL pufra, počakali 30 sekund med rahlim stresanjem ter nato vsebino izlili. 
Postopek smo ponovili 3-krat, nakar smo ploščico stresali nad papirnato brisačo in 
ostanek tekočine odstranili s pipeto. 
2) Imobilizacija oligonukleotida 
Prirpava 500 nM TFO1 oligonukleotida: 700 µL 10 µM TFO1 + 13,30 ml »Wash 
Buffer« pufra za spiranje. V celice smo odpipetirali po 100 µL pripravljene raztopine 
in inkubirali za 5 min pri sobni temperaturi. Nato smo raztopino odlili in ostanek 3-
krat spirali z 200 µL Wash Buffer pri čemer smo med vsakih spiranjem rahlo mešali 
za 30 sekund. Pufer smo odlili in ostanek tekočine odstranili s pipeto.  
V primerih, ko smo delali z encimom S. aureus, smo celice še enkrat sprali z 200 µL 
sterilizirane ultra čiste Milli-Q vode, jo odlili in ostanek tekočine odstranili s pipeto. 
3) Inkubacija DNA-giraze s pNO1 in zaviralci 
Priprava plazmida pNO1: 720 µL koncentriranega »Assay Buffer« pufra + 2070 µL 
ultra čiste Milli-Q vode + 90 µL pNO1. V vsako celico smo dodali 24 µL raztopine 
plazmida pNO1. 
Nato smo glede na načrt testiranja v vsako celico dodali 3 µL vzorčne raztopine 
zaviralca ustrezne koncentracije. (Priprava teh vzorcev je opisana v prejšnjem 
poglavju). Pri negativni kontrolni smo namesto zaviralca dodali μL »Dilution 
Buffer« pufra. 
Priprava encima giraze: 360 µL »Dilution Buffer« pufra + 40 µL giraze oz. 
Priprava encima topo IV: 380 µL »Dilution Buffer« pufra + 20 µL topoizomeraze IV 
Vse celice smo dodali 3,0 µL encima, pri čemer smo v pozitivne kontrole dodali 3,0 
µL raztopine 0,008 % Tweena z 10 % DMSO. 
Vsebino vsake celice smo premešali s pipetiranjem in ploščico inkubirali v BioTek 
Synergy HT za 30 min pri 37 °C. 
4) Tvorba tripleksa: 
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Priprava »TF Buffer« pufra: 5 ml koncentriranega pufra + 95 mL ultra čiste Milli-Q 
vode 
V vsako celico smo dodal 100 µL »TF Buffer« pufra in vsebine celic premešali s 
pipetiranjem. Ploščico smo nato inkubirali za 30 min pri sobni temperaturi. Po 
inkubaciji smo vsebino celic odlili in 3-krat spirali s 200 µL »TF Buffer« pufra. Med 
vsakim spiranjem smo ponovno rahlo stresali za 30 sekund. Po spiranju smo vsebino 
celic odlili in ostanek tekočine odstranili s pipeto.  
5) Barvanje tripleksa 
Priprava »T10 Buffer« pufra (barvila): 1,1 mL koncentriranega pufra + 20,9 mL ultra 
čiste Milli-Q vode + 2,2 µL barvila SYBR Gold .V celice smo dodali po 200 µL 
»T10 Buffer« pufra in inkubirali za 10-20 min v temi pri sobni temperaturi.  
6) Merjenje fluorescence 
Mešanico smo po inkubaciji premešali in fluorescenco merili v BioTek Synergy HT 
(ekscitacija pri 485 nm in emisija pri 535 nm).  
3.5 Obdelava podatkov 
S pomočjo čitalca BioTek Synergy HT v kombinaciji s programsko opremo Gen5 smo 
dobili osnovne podatke v obliki obarvane številčne tabele, glej preglednici IV in V, kjer 
vsako polje predstavlja izmerjeno fluorescenco v celici na mikrotitrski ploščici. Nizke 
vrednosti fluorescence se kažejo kot nižje številčne vrednosti in so obarvane v svetlih 
odtenkih modre. Podobno, se visoke vrednosti fluorescence kažejo kot višje številčne 
vrednosti in so obarvane v temnejših odtenkih modre. 
V primeru ploščic, kjer smo preskušali zaviralce DNA-giraze je aktivnosti encima višja 
v celicah z višjimi številčnimi vrednosti (temnejše obarvana polja), za topo IV pa velja 
obratno. Ker DNA-giraza pretvarja sproščen plazmid v superzvitega, in ima oligukleotid 
višjo afiniteto do superzvitega plazmida napram sproščenega, se v celicah z višjo aktivnostjo 
DNA-giraze veže večja količina plazmida in barvila, kar se kaže v višjih izmerjenih 
vrednostih. Zaviranje encima se kaže z manjšimi izmerjenimi vrednostmi (svetla polja). Za 
topo IV velja obratno. Ker topo IV pretvarja superzvit plazmid v sproščenega in ima 
oligukleotid višjo afiniteto do superzvitega plazmida napram sproščenega, se v celicah z 
višjo aktivnostjo topo IV veže manjša količina plazmida in barvila, kar se kaže v nižjih 
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izmerjenih vrednostih. Zaviranje topo IV encima se kaže z višjimi izmerjenimi vrednostmi 
(temna polja). 
 
Preglednica IV: Primer osnovnih podatkov pridobljenih po meritvi fluorescence za zaviralce na E. coli girazi. 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 1675 1824 1963 1602 12487 7519 8973 9822 7139 10391 1493 2443 
B 1865 1235 1212 3152 10260 7990 8256 9864 10327 9143 8255 9217 
C 1912 1565 1200 2360 11788 8593 10095 10167 10187 10266 1130 7387 
D 2179 4658 1512 9304 11284 8437 10112 11303 7686 9293 1455 8545 
E 4695 9855 5519 11141 10733 9697 9627 9323 9925 10056 9494 11350 
F 6737 5737 7243 10292 10694 8997 3865 9484 6059 9836 3405 10950 
G 5915 10698 10369 10772 11349 8859 3994 10301 6804 9566 3461 11047 
H 12377 11208 6224 4280 8376 6511 869 893 11908 11401 6901 11842 
 
Preglednica V: Primer osnovnih podatkov pridobljenih po meritvi fluorescence za zaviralce na E. coli topo IV 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 8958 9377 9163 7946 8091 7291 8126 6506 6362 6677 6038 1366 
B 8587 9365 8715 8993 8700 9207 8070 6554 5893 6904 7705 1717 
C 9871 10598 8170 7700 2673 9003 4661 3095 3251 4709 8122 2269 
D 9026 9932 5449 2760 2226 5215 943 792 724 1016 1456 761 
E 912 818 809 833 1303 707 654 616 530 641 6872 725 
F 897 730 745 717 731 727 730 826 689 674 666 726 
G 911 885 733 762 1052 962 772 754 730 811 762 796 
H 750 810 8283 8484 1057 906 10824 10202 7698 2819 819 731 
 
Podatke smo nato uporabili za preračun rezidualne aktivnosti v programu Microsoft 




(vrednost celice − povprečna vrednost negativnih kontrol) ∗ 100
(povprečna vrednost pozitivnih kontrol −  povprečna vrednost negativnih kontrol)
 
Pozitivna kontrola predstavlja 100 % rezidualno aktivnost encima oz. popolno 
odsotnost zaviranja, negativna pa 0 % oz. popolno zaviranje encima. 
Za določitev IC50 za dan zaviralec smo v programu GraphPad Prism 5.0 uporabili 
izračunane rezidualne aktivnosti pri sedmih koncentracijah in logaritemske vrednosti teh 
koncentracij za izris sigmoidnih krivulj. Za vsako spojino smo izrisali tri krivulje pri katerih 
smo uporabili tri različne kriterije za izris trendne črte. Ena je bila neomejena, druga je bila 
omejena na razpon 0-100 % rezidualne aktivnosti tretja pa z dodatkom treh točk v območju 
0 in 100 %. Iz sigmoidnih krivulj smo določili tri vrednosti IC50 in v kolikor je kakšna 
vrednost zelo odstopala od povprečja, smo le to izključili. Aktivnost zaviralcev smo 






4.1 Presejani testi 
V sklopu preizkušanja je bilo vključenih 107 spojin. V prvi fazi smo s pomočjo 
presejalnega testa oziroma obstoječih rezultatov presejalnega testa, predhodno pridobljenih 
na Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani, identificirali spojine, ki so izražale zaviralno 
delovanje. V kolikor je spojina izražala dobro zaviralno aktivnost encima E. coli, smo 
presejalne teste izvedli tudi na E. coli topo IV in encimih S. aureus. IC50 smo ocenili na 
podlagi rezultatov RA encima pri dveh koncentracijah: Kadar sta vrednosti RA pri 
uporabljenih koncentracijah bile pod in nad 50 % smo IC50 ocenili z intervalom danih 
koncentracij. V kolikor je pri eni koncentraciji bila RA med 40 – 60 % smo IC50 ocenili na 
koncentracijo te meritve. 
4.1.1 E. coli DNA-giraza 
Presejalni test zaviralcev na E. coli girazi smo izvajali na 77 spojinah. V okvir dela 
smo vključili tudi rezultate dodatnih 30 spojin, katerih rezultati presejalnih testov so bili že 
predhodno znani. Na podlagi rezultatov rezidualnih aktivnost skupaj 107 spojin smo le tem 
ocenili IC50, kar je služilo kot podlaga za ožji izbor natančnejšega določanja IC50. V 
preglednici VI so predstavljeni rezultati presejanih testov in ocenjene IC50 spojin za E. coli 
DNA-girazo. 
Preglednica VI: Rezultati presejalnih testov in ocenjena IC50 zaviralcev na E. coli DNA-girazo,  
*=predhodno znani rezultati 
Spojina Presejalni test 
Ocenjena 
IC50 (µM)  
Spojina Presejalni test 
Ocenjena 
IC50 (µM) 
1 * 0,01 - 0,1  
 
55 
1 µM = 62 % 
0,1 µM = 77 % 
1 - 10 
2 * 0,01 - 0,1 
 
56 
1 µM = 76 %  
0,1 µM = 104 % 
1 - 10 
3 * 0,01 - 0,1 
 
57 
1 µM = 55 %  
0,1 µM = 2 % 
1 
4 * < 0,01 
 
58 
1 µM = 34 %  
0,1 µM = 101 % 
0,1 - 1 
5 * < 0,01 
 
59 
0,01 µM = 87 %  
0,001 µM 102 % 
> 0,01 
6 * 0,01 - 0,1 
 
60 
10 µM = 28 % 
1 µM = 67 % 
1 - 10 
7 * 0,1 - 1 
 
61 
10 µM = 14 % 
1 µM = 47 % 
1 
8 * 0,1 - 1 
 
62 
10 µM = 3 % 





1 µM = 3 % 
0,1 µM = 85 % 
0,1 - 1 
 
63 
1 µM = 5 % 
0,1 µM = 20 % 
0,01 - 0,1 
10 
0,1 µM = 2 % 




1 µM = 49 % 
0,1 µM = 85 % 
1 
11 
1 µM = -3 % 
0,1 µM = 23 % 
0,01 - 0,1 
 
65 
10 µM = 7 % 
1 µM = 41 % 
1 
12 
1 µM = -1 % 
0,1 µM = 65 % 
0,1 - 1 
 
66 
1 µM = 6 % 
0,1 µM = 66 % 
0,1 - 1 
13 
0,1 µM = 4 % 
0,01 µM = 72 % 
0,01 - 0,1 
 
67 * < 0,01 
14 
1 µM = 68 % 
0,1 µM = 83 % 
1 - 10 
 
68 * 0,01 
15 
0,1 µM = 98 % 
0,01 µM = 105 % 
> 0,1 
 
69 * 0,01 - 0,1 
16 
0,1 µM = 13 % 
0,01 µM = 83 % 
0,01 - 0,1 
 
70 * 0,01 - 0,1 
17 
1 µM = 102 % 




0,01 µM = 91 % 
0,001 µM = 97 % 
> 0,01 
18 
1 µM = 1 % 
0,1 µM = 66 % 
0,1 - 1 
 
72 
0,01 µM = 1 % 




1 µM = 104 % 




0,01 µM = 98 % 
0,001 µM = 103 % 
> 0,01 
20 
1 µM = 18 % 
0,1 µM = 89 % 
0,1 - 1 
 
74 
0,01 µM = 2 % 




1 µM = -5 % 
0,1 µM = -3 % 
< 0,1 
 
75 * 0,01 - 0,1 
22 
1 µM = -1 % 
0,1 µM = -1 % 
< 0,1 
 
76 * 0,1 - 1 
23 
1 µM = 93 % 
0,1 µM = 101 % 
> 1 
 
77 * 0,01 - 0,1 
24 * 0,1 - 1 
 
78 * 0,01 - 0,1 
25 
10 µM = 103 % 
1 µM = 101 % 
neaktivna 
 
79 * 0,1 - 1 
26 
10 µM = 103 % 
1 µM = 101 % 
neaktivna 
 
80 * 0,01 - 0,1 
27 
10 µM = 104 % 
1 µM = 104 % 
neaktivna 
 
81 * 0,01 - 0,1 
28 
10 µM = 109 % 
1 µM = 109 % 
neaktivna 
 
82 * 0,01 - 0,1 
29 
10 µM = 105 % 
1 µM = 100 % 
neaktivna 
 
83 * 0,01 - 0,1 
30 
1 µM = 54 % 
0,1 µM = 80 % 
1 
 
84 * 0,1 
31 
1 µM = 6 % 
0,1 µM = 14 % 
< 0,1 
 
85 * 0,01 - 0,1 
32 
1 µM = 73 % 
0,1 µM = 89 % 
1 - 10 
 
86 * 0,01 - 0,1 
33 
1 µM = 19 % 
0,1 µM = 89 % 
0,1 - 1 
 
87 * 0,01 - 0,1 
34 
1 µM = 6 % 
0,1 µM = 89 % 
0,1 - 1 
 
88 
1 µM = 100 % 
0,1 µM = 105 % 
> 1 
35 
1 µM = 34 % 
0,1 µM = 92 % 
0,1 - 1 
 
89 
1 µM = 82 % 
0,1 µM = 86 % 
> 1 
36 
1 µM = 104 % 




0,01 µM = 8 % 




1 µM = 83 % 
0,1 µM = 80 % 
> 1 
 
91 * 1 - 10 
38 
1 µM = 101 % 
0,1 µM = 107 % 
> 1 
 




10 µM = 98 % 




0,1 µM = 15 % 
0,01 µM = 77 % 
0,01 - 0,1 
40 
1 µM = 102 % 




1 µM = 1 % 
0,1 µM = 38 % 
0,01 - 0,1 
41 
1 µM = 101 % 




0,1 µM = 30 % 
0,01 µM = 88 % 
0,01 - 0,1 
42 
1 µM = 117 % 




0,1 µM = 4 % 
0,01 µM = 60 % 
0,01 
43 
1 µM = 98 % 




1 µM = 7 % 
0,1 µM = 96 % 
0,1 - 1 
44 
1 µM = 81 % 
0,1 µM = 79 % 
> 1 
 
98 * 0,01 - 0,1 
45 
1 µM = 114 % 
0,1 µM = 88 % 
> 1 
 
99 * 0,1 - 1 
46 
1 µM = 8 % 
0,1 µM = 89 % 
0,1 - 1 
 
100 
0,01 µM = 107 % 
0,001 µM = 92 % 
> 0,01 
47 
1 µM = 56 % 




0,01 µM = 5 % 




1 µM = 68 % 




0,01 µM = 19 %  




1 µM = 2 % 




0,1 µM = 79 % 
0,01 µM = 96 % 
0,1 - 1 
50 
1 µM = 85 % 




0,1 µM = 23 % 
0,01 µM = 92 % 
0,01 - 0,1 
51 
1 µM = 87 % 




1 µM = 27 % 
0,1 µM = 79 % 
0,1 - 1 
52 
1 µM = 101 % 




1 µM = 29 % 
0,1 µM = 86 % 
0,1 - 1 
53 
1 µM = 47 % 




1 µM = 57 % 
0,1 µM = 87 % 
1 
54 
1 µM = 83 % 





4.1.2 E. coli topoizomeraza IV 
Presejalni test zaviralcev na E. coli topoizomerazi IV smo izvajali na 7 spojinah, ki 
so na presejalnih testih z E. coli DNA-girazo izražali dobro zaviralno aktivnost. V okvir dela 
smo tako vključili tudi rezultate dodatnih 13 spojin, ki so bili predhodno pridobljeni na 
Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani. V preglednici VII so predstavljeni rezultati 
presejanih testov in ocenjene IC50 spojin za E. coli topoizomerazo IV. 
Preglednica VII: Rezultati presejalnih testov in ocenjena IC50 zaviralcev na E. coli topo V,  
*=predhodno znani rezultati 
Spojina Presejalni test 
Ocenjena 
IC50 (µM)  
Spojina Presejalni test 
Ocenjena 
IC50 (µM) 
1 * 1 - 10 
 
18 
10 µM = 72 % 
1 µM= 96 % 
neaktivna 
2 * 1 - 10 
 
67 * 0,1 - 1 
4 * 1 - 10 
 
69 * 0,01 - 0,1 








10 µM = 41 % 
1 µM= 92 % 
10 
 
72 * 0,1 - 1 
9 
10 µM = 89 % 
1 µM= 94 % 
neaktivna 
 
74 * 0,1 - 1 
11 
10 µM = 78 % 
1 µM= 89 % 
neaktivna 
 
76 * > 1 
12 
10 µM = 84 % 
1 µM= 99 % 
neaktivna 
 
78 * 1 - 10 
13 * 1 - 10 
 
100 
1 µM = 102 % 
0,1 µM= 94 % 
> 1 
15 
10 µM = 100 % 




0,1 µM = 98 % 
0,01 µM= 93 % 
> 0,1 
4.1.3 S. aureus DNA-giraza 
Presejalni test zaviralcev na S. aureus girazi smo izvajali na 18 spojinah. V okvir dela 
smo vključili tudi rezultate dodatnih 9 spojin, predhodno pridobljene na Fakulteti za Farmacijo 
Univerze v Ljubljani. V preglednici VIII so predstavljeni rezultati presejanih testov in ocenjene 
IC50 spojin za S. aureus DNA-girazo. 
Preglednica VIII: Rezultati presejalnih testov in ocenjena IC50 zaviralcev na S. aureus DNA-girazo,  
*=predhodno znani rezultati 
Spojina Presejalni test 
Ocenjena 
IC50 (µM)  
Spojina Presejalni test 
Ocenjena 
IC50 (µM) 
1 * 0,1 - 1 
 
60 
10 µM = 82 % 
1 µM = 101 % 
neaktivna 
2 * 0,1 - 1 
 
61 
10 µM = 89 % 
1 µM = 98 % 
neaktivna 
4 * 0,1 - 1 
 
62 
1 µM = 59 % 
0,1 µM = 94 % 
1 
6 * 0,1 - 1 
 
65 
10 µM = 92 % 
1 µM = 100 % 
neaktivna 
7 
1 µM = 59 % 
0,1 µM = 84 % 
1 
 
67 * 0,01 - 0,1 
9 
1 µM = 47 % 
0,1 µM = 78 % 
1 
 
69 * 0,1 - 1 
11 
1 µM = 49 % 
0,1 µM = 73 % 
1 
 
70 * 0,01 - 0,1 
12 
10 µM = 16 % 
1 µM = 68 % 
1 - 10 
 
72 
0,1 µM = 22 % 
0,01 µM = 60 % 
0,01 
13 
1 µM = 31 % 
0,1 µM = 60 % 
0,1 - 1 
 
74 
0,1 µM = 21 % 
0,01 µM = 61 % 
0,01 - 0,1 
15 
10 µM = 59 % 
1 µM = 90 % 
10 
 
76 * 0,1 - 1 
17 
10 µM = 94 % 
1 µM = 107 % 
neaktivna 
 
78 * 0,1 - 1 
18 
10 µM = 23 % 
1 µM = 62 % 
1 - 10 
 
100 
1 µM = 53 % 
0,1 µM = 84 % 
1 
34 
1 µM = 51 % 




0,1 µM = 19 % 
0,01 µM = 60 % 
0,01 
46 
10 µM = 44 % 








4.1.4 S. aureus topoizomeraza IV 
Presejalni test zaviralcev na S. aureus topoizomerazi IV smo izvajali na 8 spojinah. V 
okvir dela smo vključili tudi rezultate dodatnih 14 spojin, ki so bili predhodno pridobljeni na 
Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani. V preglednici IX so predstavljeni rezultati 
presejanih testov in ocenjene IC50 spojin za S. aureus topoizomerazo IV. 
Preglednica IX: Rezultati presejalnih testov in ocenjena IC50 zaviralcev na S. aureus topo IV,  
*=predhodno znani rezultati 
Spojina Presejalni test 
Ocenjena 
IC50 (µM)  
Spojina Presejalni test 
Ocenjena 
IC50 (µM) 
1 * 1 - 10 
 
67 * < 0,1 
2 * 1 - 10 
 
68 * 0,1 - 1 
4 * 1 - 10 
 
69 
0,01 µM = 100 % 
0,001 µM= 101 % 
> 0,01 
6 * 0,1 - 1 
 
70 * 0,1 - 1 
7 
10 µM = 29 % 
1 µM= 90 % 
1 - 10 
 
72 * 0,01 - 0,1 
9 
10 µM = 25 % 
1 µM= 85 % 
1 - 10 
 
74 * 0,01 - 0,1 
11 
10 µM = 46 % 
1 µM= 94 % 
10 
 
76 * > 1 
12 
10 µM = 29 % 
1 µM= 79 % 
1 - 10 
 
78 * 1 - 10 
13 * 0,1 - 1 
 
80 * 0,1 - 1 
15 
10 µM = 93 % 
1 µM= 100 % 
neaktivna 
 
101 * 0,01 - 0,1 
18 
10 µM = 37 % 
1 µM= 101 % 
1 - 10 
 
102 
0,1 µM = 100 % 







Na podlagi ocenjene aktivnosti in spektra delovanja smo naredili ožji izbor spojin, 
katerim smo natančneje določali IC50. Ocene smo primerjali z določenimi IC50. Pri ocenah, kjer 
le-ta ni interval, smo kot meje izbrali sredini sosednjih intervalov. Za primer; pri oceni 1 smo 
kot dobro oceno upoštevali rezultat 0,5 – 5. 
4.2.1 E. coli DNA-giraza 
Zaviralno aktivnosti na E. coli girazi smo določili 49 spojinam. Med najaktivnejšimi 
desetimi so bile spojine 72, 101, 74, 67, 70, 13, 98, 10, 6, 69 (spojine so naštete po naraščajočih 
vrednostih IC50), katerih IC50 je bil manjši ali enak 10 nM. 20 spojinam smo določili IC50 med 
10 in 100 nM, 12 pa med 100 in 1000 nM. IC50 preostalih 9 spojin je med 1 in 10 µM. Rezultati 
so predstavljeni v preglednici X. Za boljšo preglednost je dobro ocenjena IC50 iz presejalnih 
testov obarvana z zeleno, slaba pa z rdečo. 
Preglednica X: Ocenjena in določena IC50 zaviralcev na E. coli girazi.  










1 0,01 - 0,1 0,031  
 
68 0,005 - 0,05 0,013 
2 0,01 - 0,1 0,74 
 
69 0,01 - 0,1 0,010 
3 0,01 - 0,1 0,041 ± 0,016*** 
 
70 0,01 - 0,1 0,0045 
4 < 0,01 0,040 ± 0,022** 
 
72 0,001 - 0,01 0,0013 
5 < 0,01 0,080 ± 0,014** 
 
74 0,001 - 0,01 0,0036 
6 0,01 - 0,1 0,0099 ± 0,0029** 
 
75 0,01 - 0,1 0,085 ± 0,007** 
7 0,1 - 1 0,19 
 
76 0,1 - 1 0,37 ± 0,16*** 
8 0,1 - 1 0,071 
 
77 0,01 - 0,1 0,038 ± 0,009** 
9 0,1 - 1 0,077 
 
78 0,01 - 0,1 0,034 ± 0,001** 
10 0,001 - 0,01 0,0088 
 
79 0,1 - 1 0,37 
13 0,01 - 0,1 0,0069 
 
80 0,01 - 0,1 0,027 
18 0,1 - 1 0,098 
 
81 0,01 - 0,1 0,084 
24 0,1 - 1 0,28 ± 0,00** 
 
82 0,01 - 0,1 0,040 
32 1 - 10 3,5 
 
83 0,01 - 0,1 0,072 
34 0,1 - 1 0,035 
 
84 0,05 - 0,5 0,20 
32 
 
57 0,5 - 5 1,5 
 
85 0,01 - 0,1 0,019 
58 0,1 - 1 1,1 
 
86 0,01 - 0,1 0,021 
59 0,01 - 0,1 0,048 
 
87 0,01 - 0,1 0,022 
60 1 - 10 6,3 
 
92 0,01 - 0,1 0,11 ± 0,01** 
61 0,5 - 5 5,3 
 
97 0,1 - 1 0,32 
62 < 1 0,17 
 
98 0,01 - 0,1 0,0085 ± 0,0047** 
63 0,01 - 0,1 2,3 
 
99 0,1 - 1 0,14 
65 0,5 - 5 0,91 
 
101 0,001 - 0,01 0,0033 
66 0,1 - 1 0,18 
 
104 0,01 - 0,1 1,3 
67 < 0,01 0,0038 
 
   
4.2.2 E. coli topoizomeraza IV 
Zaviralno aktivnosti na E. coli topoizomerazi IV smo določili 8 spojinam. Za namene 
vrednotenja dvojnega delovanja zaviralcev smo med rezultate vključili ocenjeno IC50 iz 
presejalnih testov za spojine 2, 76 in 78. Najnižji IC50 smo določili spojinam 67, 72, 74 in 70 z 
vrednostmi 0,20; 0,38; 0,45 in 1,3 µM. IC50 preostalih spojin je bil v območju med 9,0 in 18 
µM. Rezultati so predstavljeni v preglednici XI. 










1 1 - 10 16  70 0,001 - 0,01 1,25 
2 1 - 10 1 - 10 
 
72 0,1 - 1 0,38 
4 1 - 10 18  74 0,1 - 1 0,45 
6 1 - 10 9,1 
 
76 > 1 > 1 
13 1 - 10 15  78 1 - 10 1 - 10 
67 0,1 - 1 0,20 
 
      
 
4.2.3 S. aureus DNA-giraza 
Zaviralno aktivnost na S. aureus girazi smo določili 11 spojinam. Za namene 
vrednotenja dvojnega delovanja zaviralcev smo med rezultate vključili ocenjeno IC50 iz 
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presejalnih testov za spojino 13. Spojinama 2 in 4 smo določili IC50 pod 10 nM in sicer 1,3 in 
7,6 nM. 7 spojinam smo določili IC50 med 10 – 100 nM oz. 0,01 – 1 µM, 2 spojinama pa med 
1 - 10 µM. Rezultati so predstavljeni v preglednici XII. 










1 0,1 - 1 0,29 
 
69 0,1 - 1 0,059 
2 0,1 - 1 0,95 
 
70 0,01 - 0,1 0,017 
4 0,1 - 1 1,6 
 
72 0,01 0,0013 
6 0,1 - 1 0,099 
 
74 0,01 - 0,1 0,0076 
13 0,1 - 1 0,01 - 0,1 
 
76 0,1 - 1 5,9 
67 0,01 - 0,1 0,021 
 
78 0,1 - 1 0,39 
4.2.4 S. aureus topoizomeraza IV 
Zaviralno aktivnosti na S. aureus topoizomerazi IV smo določili 12 spojinam. Za 
namene vrednotenja dvojnega delovanja zaviralcev smo med rezultate vključili ocenjeno IC50 
iz presejalnih testov za spojino 2 in 76. Najnižji IC50 smo določili spojinam 74, 6, 72 in 101 z 
vrednostmi 0,053; 0,067; 0,068 in 0,075 µM. IC50 5 spojin je bil v območju med 0,1 in 1 µM, 
ter 3 med 1 in 10 µM. Rezultati so predstavljeni v preglednici XIII. 










1 1 - 10 4,3 
 
70 0,1 - 1 0,24 
2 1 - 10 1 - 10 
 
72 0,01 - 0,1 0,068 
4 1 - 10 3,7 
 
74 0,01 - 0,1 0,053 
6 0,1 - 1 0,69 
 
76 >1 >1 
13  0,1 - 1 0,96 
 
78 1 - 10 3,7 
67 < 0,1 0,067 
 
80 0,1 - 1 0,35 
68 0,1 - 1 0,43 
 





5.1.1 Vrednotenje testa 
Presejalni testi so bili ključnega pomena za hitro in učinkovito vrednotenje aktivnosti 
spojin. Ker smo za en test potrebovali le dve vdolbinici, smo lahko z enim preskušanjem zajeli 
velik nabor spojin. V povprečju smo potrebovali 1 – 2 presejalna testa, da smo iz rezultatov 
rezidualne aktivnosti pri dveh koncentracijah lahko ocenili IC50 vrednosti oz. 2 – 3 določitve 
za izključitev spojine zaradi neaktivnosti. Spojine smo označili za neaktivne, kadar aktivnost 
encimov ob prisotnosti 10 µM spojine ni bila ovirana, t. j. RA~100 %. Visoka IC50 pomeni, da 
bi za protibakterijski učinek morali doseči visoko intercelularno koncentracijo. Kljub temu, da 
smo zaradi tega morda izključili kakšne potencialno dobre zaviralce (morebitni transportni 
mehanizmi bakterij, ki bi lahko kopičile zaviralca v bakteriji ipd.), smo se v sklopu našega dela 
osredotočili le na najaktivnejše spojine. Ocenjene IC50 na vseh encimih so se ujemale z 
določenimi IC50 v 75 % primerih, pri čemer smo v drugih 25 % zgrešili, vendar le redko za več 
kot en velikostni razred. V vseh 12 primerih smo s presejalnimi testom pravilno ocenili 
velikosten razred IC50 za S. aureus topoizomeraza IV. Sledile so določitve na E. coli DNA-
girazi s 76 % (38 od 49), S. aureus DNA-giraza s 55 % (6 od 11) ter nazadnje E. coli 
topoizomeraza IV s 50 % (4 od 8). Seveda je bila zanesljivost rezultatov presejalnega testa zelo 
odvisna od števila ponovitev. Večina neujemanja dejanske IC50 z ocenjeno je bilo tistih, ki smo 
jih ocenili le na podlagi enega presejalnega testa. Temu se bi lahko izognili, če bi povečal 
število ponovitev presejalnega testa. Razlike so bile najverjetneje posledica eksperimentalnih 
napak, ki so nastale pri pripravi raztopin in večstopenjske narave protokola. Napake so bile 
večje, kadar smo spojine testirali pri nižjih koncentracijah, pri čemer je večstopenjsko redčenje 
doprineslo največje napake. Ker je ocena temeljila na le dveh meritvah, so rezultati 
pričakovano bolj dovzetni na napake kot pri določevanju IC50 s pomočjo večih koncentracij. K 
temu bi lahko prav tako prispevala velikost razpona med pozitivno in negativno kontrolo (več 
o razmerju signalov kasneje) kar se odraža v večjih razlikah na E. coli topoizomerazi in S. 
aureus DNA-girazi, kjer je ločljivost bila bistveno nižja kot na drugih dveh encimih. Če 
zaključimo, so se presejalni testi izkazali kot učinkovit in časa vreden pristop v prvi fazi 
določevanja aktivnosti. 
Izvedbo testiranj smo vrednotili že tekom samega dela. Med ključnimi parametri so bili 
razpon med pozitivno in negativno kontrolo in kontrolni vzorec. Kvaliteto meritev testov smo 
ocenili z razmerjem signalov pozitivne in negativne kontrole. Test je bil veljaven v kolikor je 
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bilo razmerje večje od 3. Večje kot je razmerje boljša je ločljivost, kar v splošnem omogoča 
večjo natančnost pri določevanju IC50. Kot pričakovano smo najvišja razmerja dosegli pri 
meritvah na E. coli DNA-girazi s povprečnim razmerjem 12. Presenetljivo, smo na meritvah 
na S. aureus topoizomerazi IV dosegli tudi razmerje 13, vendar je bilo število testiranj na tem 
encimom veliko manjše kot na E. coli DNA-girazi. V splošnem smo glede na predhodne 
izkušnje pričakovali nižja razmerja pri topoizomerazi IV, kar smo potrdili tudi pri E. coli 
topoizomerazi IV s povprečnim razmerjem 5. Povprečno razmerje meritev na S. aureus DNA-
girazi je bila 7. Velik razpon med pozitivno in negativno kontrolo zmanjša vpliv neželenih 
signalov in ozadja kar se vidi predvsem pri meritvah na E. coli topoizomerazi IV, kjer so 
določene rezidualne aktivnosti zaradi nizkega razmerja bile tudi nižje od 0 % ali višje od 100 
%. Vsako testiranje je vključevalo tudi kontrolo v obliki kontrolnega vzorca novobiocina. V 
kolikor se je določena IC50 novobiocina bistveno razlikovala od vrednosti navedene v literaturi, 
0,08 μM za E. coli DNA-girazo, 10 μM za E. coli topoizomerazo IV, 0,01 μM za S. aureus 
DNA-girazo in 20 μM za S. aureus topoizomerazo IV, rezultatov teh testiranj nismo vključili 
v obdelavo podatkov. (26) 
V primeru s presejalnimi testi napačno ocenjenih IC50 se je zgodilo, da smo s 
preskušanjem slabo zajeli dejansko IC50 in tako dobili meritve, ki niso zajemali celotnega 
koncentracijskega območja sigmoidne krivulje. (slika 14) Rezultati so v takšnih primerih 
vključevali več napak pridobljenih tekom obdelave podatkov. Za določitve slabo ocenjenih 
IC50 so platoji na delu manjkajočih podatkov lahko precej odstopali od teoretičnih 0 oz. 100 % 
RA ter so posledično bile določene IC50 nenatančne. Kot omenjeno v metodah, smo zaradi tega 
za vsako sekvenco meritev določili tri krivulje, pri katerih smo parametre nelinearne regresije 
dodatnih dveh različno omejili. Ena krivulja je bila omejena na razpon RA 0-100 %, druga pa 
z dodatkom treh točk v območju 0 (0, 1, 2) oz. 100 % (98, 99, 100). IC50 smo določili na podlagi 
povprečja IC50 treh krivulj. Za spojine pri katerih smo s presejalni testom napačno ocenili IC50 
je rezultat pridobljen s pomočjo neomejene krivulje bistveno odstopal od rezultatov omejenih 









5.1.2 Vrednotenje dvojnega delovanja in širokospekrtalnost 
Za zaviralca, ki v bakteriji deluje na dve različni tarči hkrati, je verjetnost pojava 
odpornosti, v primeru mutacij na nivoju tarč, zoper tega zaviralca drastično manjša napram 
zaviralcu, deluje le na eno tarčo. V iskanju takšnih spojin smo identificirali 9 zaviralcev z 
dvojno zaviralno aktivnostjo za topoizomerazne encime bakteriji E. coli in S. aureus. V 
preskušanju je bilo vključenih 107 spojin. Na podlagi presejalnih testov smo izbor zožili na 49 
spojin za preskušanje na E. coli DNA-girazi. Zaradi strukturne homolognosti smo pričakovali, 
da bodo najaktivnejše spojine na E. coli DNA-girazi kazale najboljšo aktivnost tudi na ostalih 
encimih. Na podlagi tega smo zato izbrali 20 spojin za presejalni test na topo IV od katerih smo 
8 spojinam določali IC50. Na S. aureus DNA-girazi smo presejalni test izvedli za 27 spojin, od 
katerih smo 11 določali IC50. Presejalni test na S. aureus topo IV smo izvedli na 22 spojinah, 
od tega 12 določali IC50. 
V preskušanju smo identificirali 9 spojin, ki so izražale dobro dvojno zaviralno aktivnost 
(preglednica XV). V splošnem opazimo, da so koncentracije potrebne za zaviranje DNA-giraze 
bistveno manjše kot za topoizomerazo IV. Študije namigujejo, da je razlog v različnih 
aminokislinah na mestu 74, kjer je v GyrB podenoti metionin, pri ParE pa izolevcin ter zaradi 
tega velikost vezavnega mesta. (27) Z ozirom na bakterijsko vrsto encimov je aktivnost spojin 
slabša na S. aureus kot za E. coli, kar je najverjetneje posledica manjšega vezavnega žepka za 
adenin. (28) Najbolj so izstopale spojine 67, 72, in 74, ki so imele izrazito nizke in uravnotežene 
vrednosti IC50 na vseh štirih encimih, z vrednostmi pod 4 nM za E. coli DNA-girazo (IC50 – E. 
coli DNA-giraza: 3,6 nM; 1,3 nM; 3,3 nM), pod 0,5 µM E. coli topoizomerazo IV (IC50 – E. 
coli topo IV: 0,20 µM; 0,38 µM; 0,45 µM), pod 0,03 μM za S. aureus DNA-girazo (IC50 – S. 
aureus DNA-giraza: 0,021 µM; 0,0013 µM; 0,0076 µM) in pod 0,07 μM za S. aureus 
topoizomerazo IV (IC50 – S. aureus topo IV: 0,067 µM; 0,068 µM; 0,053 µM). Spojine izražajo 
močno dvojno zaviralno aktivnost na encimih obeh bakterijskih vrstah. Sledijo spojine 6, 13 in 
70, ki imajo s prvimi spojinami primerljivo zaviralno aktivnost na E. coli DNA-girazi (IC50 – 
E. coli DNA-giraza: 9,9 nM; 6,9 nM; 4,5 nM) in S. aureus DNA-girazi (IC50 – S. aureus DNA-
giraza: 0,099 µM; 0,01 - 0,1 µM; 0,017 µM), vendar rahlo slabšo aktivnost na topoizomeraznih 
encimih, 1 - 10 μM za E. coli topo IV (IC50 - E. coli topo IV: 9,1 µM; 15 µM; 1,3 µM) in 0,1 
– 1 μM za S. aureus topo IV (IC50 – S. aureus topo IV: 0,69 µM; 0,95 µM; 0,24 µM). Spojine 
1, 4 in 78 imajo v primerjavi s prej omenjenimi relativno višje vrednosti IC50 (IC50 – E. coli 
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DNA-giraza: 0,031 µM; 0,040 µM; 0,034 µM, IC50 – E. coli topo IV: 16 µM; 18 µM; 1 - 10 
µM, IC50 – S. aureus DNA-giraza: 0,29 µM; 1,6 µM; 0,39 µM, IC50 – S. aureus topo IV: 4,3 
µM; 3,7 µM; 3,7 µM). Za spojino 78 imamo le oceno IC50 za E. coli topo IV velikostnega 
razreda med 1 in 10 µM, za katero bi bilo prav tako smiselno opraviti natančnejšo določitev. 
Kljub relativno slabšim zaviralnim aktivnostim so IC50 teh treh spojin primerljive z 
literaturnimi vrednostmi IC50 za novobiocin, zlasti za encime E. coli s polovičnimi vrednostmi 
IC50 za DNA-girazo, in okoli 50 % višjo IC50 za topo IV (spojini 1 in 4). (26) So boljši kandidati 
kot dvojni zaviralci E. coli napram S. aureus. 
 
Preglednica XIV: IC50 zaviralcev na encimih E. coli in S. aureus girazi in topo IV. **povprečje dveh meritev, SD – 
standardni odklon. 
 E. coli S. aureus 
 Giraza  







novobiocin 0,17 11 0,041 27 
1 0,031 16 0,29 4,3 
4 0,040 ± 0,022** 18 1,6 3,7 
6 0,0099 ± 0,0029** 9,1 0,099 0,69 
13 0,0069 14,9 0,01 - 0,1 0,96 
67 0,0038 0,20 0,021 0,067 
70 0,0045 1,3 0,017 0,24 
72 0,0016 0,38 0,0013 0,068 
74 0,0036 0,45 0,0076 0,053 
78 0,034 ± 0,001** 1 - 10 0,39 3,7 
 
V kolikor želimo doseči dvojno delovanje spojine, moremo v bakteriji preseči 
koncentracijo, ki bo zavirala oba encima. To pomeni, da moremo v celici preseči višjo 
vrednosti IC50. Če bi torej imela spojina izredno nizko IC50 na enem encimu, še ne bi bila dober 
kandidat za zaviralca z dvojnim delovanjem, če tako nizke IC50 ne bi dosegla tudi na drugem 
encimu. Zaradi tega je poleg moči zaviralne aktivnosti prav tako pomembna uravnotežena 
aktivnost. Tako so spojine 67, 72, 74, 6, 13, in 70 na podlagi pridobljenih rezultatov sicer 
izjemno močni zaviralci celotnega spektra testiranih encimov, vendar imajo spojine 67, 72, 74 
v primerjavi z ostalimi najbolj uravnoteženo dvojno delovanje. Tako so zaradi uravnoteženega 
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delovanja na tako Gram pozitivih kot tudi Gram negativnih bakterijskih encimih obetavni 
kandidati za širokospektralne spojine vodnice, po drugi strani pa bi zaradi izjemno močne 
dvojne aktivnosti lahko bili aktivni tudi na topoizomeraznih encimih drugih bakterijskih vrst, 
za katerih okužb imamo na voljo le omejen izbor zdravil ali na odporne seve že preskušanih 
encimov. V kolikor se bi na primer izkazalo, da je dana spojina učinkovita zoper proti 
protibakterijskim učinkovinam odporno bakterijo, bi se delo najverjetneje ostro usmerilo v 
razvoj protibakterijske učinkovine, ki bi se uporabljala le v primerih kjer se okužba z odpornim 
sevom potrdi, z namenom, da bi se zmanjšala verjetnost za pojav nove odpornosti. V obratnem 
primeru, v kolikor bi raziskave vodile v razvoj širokospektralne protibakterijske spojine 
vodnice, ki se uporabljala v zgodnih fazah zdravljena, kjer povzročitelj še ni identificiran, bi 
se verjetnost pojavnosti nove odpornosti drastično povečala. 
Kljub prej omenjenemu se je seveda treba zavedati, da je odkritje spojin z dobro 
zaviralno aktivnostjo na izoliranih bakterijskih encimih, šele začeten korak v iskanju novega 
antibiotičnega zdravila. Ne glede na namen uporabe, more zaviralec izpolniti številne zahteve 
ter biti kos različnim oviram, ki nastopijo v okvirju interakcije z bakterijo kot celoto ter v 
končni fazi z človeškim telesom. Razvojna pot zaviralca se lahko na primer ustavi že pri samem 
prehodu na preizkušanju na bakterijskih celicah. Tarče preučevanih spojin se nahajajo v 
citoplazmi pri čemer je prehod dodatno utežen pri Gram negativnih bakterijah (E. coli). V 
primeru Gram pozitivnih (S. aureus) bakterij je prehod skozi celično membrano poteka z 
aktivnim transportom, primarno namenjenem prehodu za bakterijo esencialnih hranil. Pri Gram 
negativnih bakterijah (E. coli) je poleg celične membrane prisotna tudi zunanja membrana 
skozi katero lahko spojine potujejo s pasivno ali olajšano difuzijo. Pasivna difuzija poteka skozi 
transmebranske proteinske kanale imenovane porine, za katero potrebuje molekula primerni 
naboj, velikost in hidrofilnost. Preskušane molekule sicer ustrezajo velikostnim omejitvam 
(pod ~ 800 D), vendar bi za prehajanje morali ustrezno vrednotiti. Druga možnost prehajanja, 
ki bi spojina lahko izkoristila, bi bila olajšana difuzija, ki poteka s pomočjo prenašalcev. (29, 
30) Slednje in druge ovire kot sta na primer bakterijski metabolizem, ki bi lahko spojino 
razgradile še pred vezavo na svojo tarčo ter aktivne črpalke (izlivne črpalke), ki bi lahko spojino 
aktivno prečrpavale iz celice, so le par primerov zaprek zaviralca na nivoju bakterijske celice. 
Prav tako so omenjeni mehanizmi lahko tudi potencialni izvor razvitja odpornosti bakterije 
proti spojini v prihodnosti. Glede na mehanizem prehajanja, bi lahko na primer zmanjšanje 
število prionov ali aktivnih transportov zmanjšalo učinkovitost spojine zaradi nedostopnosti 
tarč, pri čemer ne bi pomagala niti dvojna narava preučevanih zaviralcev. Omenjene 
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potencialne težave bi bilo treba ovrednotiti tekom nadaljnjega preskušanja spojin na celičnih 
kulturah. 
V kolikor bi se spojina izkazala kot uspešen zaviralec topoizomeraz na nivoju 
bakterijskih celic, bi nadaljnje ovire lahko nastopile na nivoju vrednotenja fizikalno-kemijskih 
lastnosti za namene ADMET (absorpcije, distribucije, metabolizma, ekskrecije, toksičnosti) 
oz. v interakciji zaviralca s telesom. Seveda more spojina imeti ustrezne lastnosti za absorpcijo 
in sprejemljivo biološko uporabnost, biti stabilna glede na način administracije ter imeti ugoden 
biološki razpolovni čas, ki posledično vpliva na pogostost odmerjanja. Spojina prav tako ne 
sme biti netoksična ali imeti toksične metabolite ter more biti dovolj selektivna, da ne bi 






Tekom naloge smo vrednotili in vitro zaviralne aktivnosti ATP-kompetitivnih zaviralcev, 
s poudarkom na dvojno zaviralno delovanje na topoizomerazne encime DNA-giraze in 
topoizomeraze IV bakterij Escherichia coli in Staphylococcus aureus. Zaviralno aktivnost 107 
zaviralcev, sintetiziranih na Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani, smo biokemično 
vrednotili s pomočjo komercialno dostopnih testnih kitov »Microplate Assay Kit«. Na podlagi 
presejalnih testov na E. coli DNA-girazi smo izbor zožili na 50 spojin, ki smo jim določili IC50 
na E. coli DNA-girazi ter nato izbrali 20 spojin za presejalni test na topo IV, od katerih smo 
IC50 določili 8 spojinam. Na S. aureus DNA-girazi smo presejalni test izvedli za 27 spojin, od 
katerih smo IC50 določili 11. Presejalni test na S. aureus topo IV smo izvedli na 22 spojinah, 
od tega 12 določali IC50. Presejalni testi so se izkazali kot učinkovit in časa vreden pristop v 
prvi fazi določevanja aktivnosti, saj so se ocenjene IC50 na vseh encimih s kasneje določenimi 
ujemale v 73 % primerih, pri čemer smo v drugih 27 % le redko zgrešili za več kot en velikostni 
razred. Od prvotnih 107 vključenih spojin, smo identificirali 9 le takih, ki so izražale dvojno 
zaviralno aktivnost ter potencialno širokospektralnost. V splošnem so bile koncentracije 
potrebne za zaviranje DNA-giraze bistveno manjše kot za zaviranje topoizomeraze IV ne glede 
na bakterijsko vrsto, aktivnost spojin pa je bila slabša na encimih Staphylococcus aureus-a 
napram Escherichia coli. Razlike v aktivnostih so najverjetneje posledica strukturnih razlik in 
velikosti vezavnega mesta sicer strukturno homolognih encimov in specifik bakterijske vrste. 
Izstopale predvsem spojine 67, 72 in 74, ki so na podlagi pridobljenih rezultatov izjemno močni 
zaviralci celotnega spektra testiranih encimov z dobro uravnoteženo zaviralno aktivnostjo. 
Zaradi dvojnega delovanja na tako Gram pozitivnih kot tudi Gram negativnih bakterijskih 
encimih so omenjene spojine obetavni kandidati za spojine vodnice, vendar bi oceno potenciala 
teh zaviralcev bilo bistveno tudi testiranje aktivnosti na bakterijah. Poglavitna smer nadaljnjega 
raziskovanja bi bila zelo odvisna od rezultatov v prvih stopnjah preskušanja, pri čemer bi 
morale spojine izpolniti številne zahteve ter biti kos različnim oviram, ki bi nastopile v okviru 
interakcije z bakterijo kot celoto ter v končni fazi z človeškim telesom. Do razvoja končnega 
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